Construção e caracterização de espécies híbridas entre Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces kudriavzevii com possível aplicação na indústria cervejeira by Menoncin, Marcelo
1 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 
 
Centro de Biotecnologia da UFRGS 
 







Construção e caracterização de espécies híbridas entre Saccharomyces cerevisiae e 








Dissertação submetida ao Programa de Pós-
Graduação em Biologia Celular e Molecular 
(PPGBCM) da Universidade Federal do Rio 
Grande do Sul (UFRGS) como requisito parcial 
para a obtenção do grau de Mestre em Biologia 
Celular e Molecular. 
 
 
Orientador: Prof. Dr. Diego Bonatto 
 
Porto Alegre 








Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) 
 
 
Instituição de origem 
Grupo de Estudos de Leveduras Cervejeiras (GELC), sala 107 
Centro de Biotecnologia da UFRGS 















“We live in a society exquisitely dependent on science and technology, in which 
hardly anyone knows anything about science and technology.” 
 




















Agradeço a todas as pessoas que tornaram esse trabalho possível. Acima de tudo, sou 
grato aos pesquisadores brasileiros, que em tempos de tormenta, encontram força para 





























Estrutura da dissertação 
 Essa dissertação de mestrado é dividida em introdução geral, um capítulo redigido 
em forma de artigo, discussão geral, conclusões gerais e conclusões específicas. Ainda, 
nos adendos, foi incluído um artigo de revisão redigido ao longo do período de mestrado 
e que já está publicado. 
 Na introdução geral é apresentado um breve histórico da cerveja e a sua 
importância, bem como uma descrição sucinta das matérias-primas e processos 
empregados na indústria cervejeira. Além disso, o tópico de leveduras cervejeiras é 
abordado, onde são descritas as cepas disponíveis para indústria, além da busca por 
alternativas. O seguinte tema é o estudo de cepas híbridas interespecíficas e a sua 
aplicação em pesquisas básicas. Por fim, as cervejas de fazenda norueguesas (Norwegian 
farmhouse ales) são descritas. 
 Os resultados discorrem sobre a geração e a caracterização dos híbridos 
interespecíficos entre S. cerevisiae e S. kudriavezevii gerados nesse trabalho, na forma de 
artigo com a formatação original em que será submetida ao periódico Yeast. Cabe 
ressaltar que o artigo foi escrito em conjunto com Grupo de Estudos de Leveduras 
Cevejeiras (GELC), uma vez que os dados fazem parte de uma pesquisa mais abrangente 
envolvendo a geração de híbridos entre leveduras usadas na fabricação de farmhouse ales 
norueguesas e belgas com S. kudriavzevii.  
 Finalmente, há uma discussão geral acerca dos resultados, bem como suas 
conclusões gerais e específicas, e perspectivas. 
 Nos adendos está inserido o artigo publicado no periódico Journal of the Institute 
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Lista de abreviaturas 
 
°P- Unidade de medida de densidade em graus Plato (g/100 mL) 
ATF1 – Gene codificante para a enzima alcohol acetyltransferase 1  
IBU - International Bitter Units 
ITS1 - Região ITS1 (Internal Transcribed Spacer) 
ITS2 - Região ITS2 (Internal Transcribed Spacer) 
Kg/cm³ - Unidade de medida de densidade em quilogramas por centímetro cúbico 
KKH1 - Híbrido 1 entre a cepa de Saccharomyces cerevisiae Voss Kveik e a cepa tipo 
de Saccharomyces kudriavzevii  
KKH2 - Híbrido 2 entre a cepa de Saccharomyces cerevisiae Voss Kveik e a cepa tipo 
de Saccharomyces kudriavzevii  
KKH3 - Híbrido 3 entre a cepa de Saccharomyces cerevisiae Voss Kveik e a cepa tipo 
de Saccharomyces kudriavzevii  
KWH1 - Híbrido 1 entre a cepa de Saccharomyces cerevisiae Wallonian III e a cepa tipo 
de Saccharomyces kudriavzevii  
KWH2 - Híbrido 2 entre a cepa de Saccharomyces cerevisiae Wallonian III e a cepa tipo 
de Saccharomyces kudriavzevii 
KWH3 - Híbrido 3 entre a cepa de Saccharomyces cerevisiae Wallonian III e a cepa tipo 
de Saccharomyces kudriavzevii 
Lys- - Mutantes auxotróficos para lisina 
NCYC - National Collection of Yeast Cultures 
NCYC2889 - Cepa tipo de S. kudriavzevii 
Ura- - Mutantes auxotróficos para uracila 
WLNIII - Cepa de Saccharomyces cerevisiae Wallonian III 
YPM - Meio composto com extrato de levedura, peptona e extrato de malte 
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ATF2 - Gene codificante para a enzima alcohol acetyltransferase 2 
PAD1 - Gene codificante para a enzima phenylacrylic acid decarboxylase 
FDC1 - Gene codificante para a enzima ferulic acid decarboxylase 
4-VG - 4-vinilguaiacol 
GC-FID - Cromatografia Gasosa com Detector por Ionização de Chama  
FLO1, FLO5, FLO8, FLO9, FLO10 e FLO11 - Genes codificante para as floculinas  
























Leveduras híbridas intra e interespecíficas vem sendo construídas em laboratório 
visando ampliar a compreensão acerca das características fenotípicas e genotípicas de 
diferentes híbridos e o fornecimento de novas cepas ao mercado cervejeiro. Na presente 
pesquisa, foram gerados dez híbridos únicos entre a espécie criotolerante Saccharomyces 
kudriavzevii, que é relacionada à fermentação de vinhos e cervejas, e a espécie 
termotolerante S. cerevisiae, isolada de um ambiente relacionado às farmhouse ales do 
município de Voss, Condado de Hordaland, Noruega. As cepas híbridas resultantes 
possuem heterose em relação as parentais, possuindo boa performance fermentativa em 
baixas e altas temperaturas (17 °C, 25 °C e 37 °C) e alcançando altos valores de atenuação 
aparente. As cervejas obtidas com as cepas híbridas possuem um pH final de 3,70-4,4 
após a fermentação nas temperaturas de 17 °C, 25 °C e 35 °C. Ainda, as cepas híbridas 
possuem a capacidade de gerar compostos aromáticos frutados como os ésteres 
pentanoato de etila (que remete à maçã vermelha e melão), hexanoato de etila (maçã e 
anis-estrelado), cinamato de etila (frutado) e acetato de feniletila (doce, mel e floral) que 
foram produzidos acima do limiar de percepção apenas pelos híbridos na temperatura 
utilizada para esse teste (25 °C), além de decanoato de etila (brandy, frutado e uva) que 
foi produzido também em níveis perceptíveis pelas cepas parentais. Os resultados dessa 
pesquisa indicam que a cepa Voss Kveik (S. cerevisiae) pode servir como chassi para a 
geração de novos híbridos interespecíficos e a possibilidade de uma ampla aplicação dos 















Intra and interspecific hybrid yeasts have been built in the laboratory to broaden 
understanding of the phenotypic and genotypic characteristics of different hybrids and 
the supply of new strains to the beer market.  In the present work, 10 unique hybrids were 
generated between cryotolerant wine and beer-associated S. kudriavzevii along with the 
heat-tolerant S. cerevisiae isolated from farmhouse brewing-related environment in Voss, 
Hordaland County, Norway. The resulting hybrid strains have heterosis in comparison to 
parental, good fermentative performance at low and high temperatures (17 ° C, 25 ° C 
and 37 ° C) and achieve high apparent attenuation values. Beers obtained with hybrid 
strains have a final pH of 3.70-4.4 after fermentation at temperatures of 17 ° C, 25 ° C 
and 35 °C. Further, the hybrids demonstrated capacity to generate pleasant fruity volatile 
compounds like the esters ethyl pentanoate (red apple and melon flavours), ethyl 
hexanoate (apple and aniseed), ethyl cinnamate (fruity) and phenethyl acetate (sweet, 
honey and floral) that was produced above the threshold only by the hybrids at the 
temperature utilized in the fermentation tests (25 °C) along with ethyl butanoate 
(pineapple, mango, tropical fruit), diethyl succinate (fruity) and ethyl decanoate (brandy, 
fruity and grape) that was also produced in perceptible levels by the parental strains. The 
results of this research indicate that the Voss Kveik strain (S. cerevisae) could serve as 
chassis for generation of new interspecific hybrids and a possibility for a broad 
application of the characterized KKH1-KKH3 in the industry, including those of 















1.1 Breve histórico e importância da cerveja 
A possibilidade de estabelecer-se em localidades que permitiam o cultivo de 
alimentos transformou o modo de vida do homem no período do Neolítico, que migrou 
do nomadismo para o sedentarismo. Foi no Crescente Fértil que grãos como o trigo e a 
cevada passaram a ser plantados e estocados para a alimentação de povos residentes no 
que antes correspondia ao Antigo Egito e a Mesopotâmia. Além de compor a base para a 
fabricação de pão, esses ingredientes também eram utilizados para a produção de cerveja, 
bebida que resulta da fermentação dos açúcares extraídos dessas matérias-primas 
(HORNESEY, 2003). 
 A cerveja apresenta valores nutricionais, socioeconômicos e políticos desde sua 
origem, sendo indicadora de complexidade social em sociedades antigas (HORNESEY, 
2003). Além de importante fonte nutricional, também contribuiu para a reorganização da 
agricultura, mobilização de trabalho, distribuição centralizada e como símbolos de poder 
das elites detentoras dos poderes políticos, econômicos e religiosos (JOFFE, 1998).  
Por se tratar de uma bebida segura do ponto de vista microbiológico, devido ao seu 
processo de fabricação que envolve a fervura, a adição de ervas com potencial 
bacteriostático como gruit e lúpulo, baixos valores de pH (próximos de 5,0), etanol e gás 
carbônico, a cerveja é considerada uma importante fonte de água potável ao longo de toda 
Idade Média. Nesse período, o consumo de água era a principal via de transmissão de 
doenças, já que não havia saneamento básico, o que causava a contaminação dos lençóis 
freáticos (UNGER, 2004).  
Atualmente, a produção de cerveja compõe uma significativa parcela na economia 
mundial e geração de empregos, com produção de 1,94 bilhões de hectolitros registrados 
no ano de 2018 (https://www.statista.com/statistics/270275/worldwide-beer-
production/). No contexto mundial, o Brasil é o terceiro maior fabricante mundial de 
cervejas, com produção de aproximadamente 140 milhões de hectolitros registrados no 
ano de 2016, perdendo apenas para a líder China (460 milhões de hectolitros) e EUA (221 
milhões de hectolitros). Com esses valores, o Brasil apresenta maior produção do que 
países relevantes no cenário cervejeiro mundial como Alemanha (95 milhões de 
hectolitros) e Rússia (78 milhões de hectolitros) (BARTH-HASS, 2016; CERVBRASIL, 
2016). Além disso, o número de cervejarias no Brasil vem aumentando exponencialmente 
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nos últimos dez anos, apresentando, no ano de 2018, cerca de 889 cervejarias 
(MARCUSSO, 2018).  
1.2 Cerveja: matérias-primas e processo 
A cerveja é composta, principalmente, por quatro ingredientes, que são: água, malte, 
lúpulo e levedura. A água compõe cerca de 95% das cervejas (sendo o restante composto 
majoritariamente por etanol) e precisa atender determinadas características físico-
químicas (composição salina, pH, dureza e alcalinidade) e microbiológicas (ausência de 
enterobactérias) para ser utilizada na fabricação cervejeira, podendo sofrer ajustes como 
adição de sais e ácidos, destilação, osmose reversa, entre outros processos usados na 
cervejaria (KUNZE, 2014).  
O malte, por definição, é o resultado da modificação sofrida por cereais como a 
cevada, o trigo e a aveia durante o processo de malteação. A Malteação subdivide-se, 
basicamente, em 3 etapas: maceração, germinação e secagem. Durante a maceração, o 
grão é umedecido, induzindo sua germinação. Nesse passo, ocorre a ativação dos 
mecanismos de crescimento do grão, em especial, a ativação de α- e β-amilases que 
degradam o amido presente no endosperma em carboidratos de menor peso molecular, 
como glicose, frutose, maltose e maltotriose e dextrinas. Além disso, há a indução de 
proteases que degradam proteínas presentes no grão, gerando aminoácidos e peptídeos. 
Os carboidratos serão subsequentemente fermentados parcial ou totalmente no processo 
de fermentação, utilizando, para tanto, aminoácidos, peptídeos, compostos nitrogenados, 
íons metálicos, vitaminas e lipídeos oriundos do malte.  Durante o processo de secagem, 
a germinação do grão é interrompida a temperaturas que variam de aproximadamente 20 
°C a 85 °C. A temperatura de secagem interfere diretamente nas características 
organolépticas do malte, de modo que temperaturas baixas favorecem o desenvolvimento 
de maltes claros, como, por exemplo, o malte Pilsen e temperaturas altas, a produção de 
maltes de coloração mais escura, como no processo de produção de maltes torrados. A 
malteação é imprescindível para a fase quente do processo de fabricação cervejeira, 
denominada brassagem (descrição abaixo), etapa em que o amido tem sua conversão em 
carboidratos fermentescíveis a partir das amilases desenvolvidas na germinação.  
(KUNZE, 2014).  
O lúpulo (Humulus lupulus) é uma planta utilizada na cerveja para conferir amargor, 
aroma e sabor às cervejas, e por apresentar características bacteriostáticas, conservantes 
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e antioxidantes. Sua implementação ocorreu apenas no século IX da Era Comum (EC) 
como alternativa ao gruit, mistura de ervas utilizada antes do lúpulo (HORNESEY, 
2003). O lúpulo apresenta três grupos de compostos essenciais à cerveja: (i) resinas, (ii) 
óleos essenciais e (iii) polifenóis. As resinas são subdivididas em macias e duras, com 
destaque para as macias que contém α- e β-ácidos. Desses, os principais são os α-ácidos 
(humulona, cohumulona e adhumulona), compostos que são isomerizados durante a 
fervura em iso-humulona, iso-cohumulona e iso-adhumulona, compondo a maior parcela 
do amargor da cerveja. Os óleos essenciais compõem a porção volátil do lúpulo e são 
divididos em hidrocarbonetos, compostos oxigenados e sulfurados. Por serem facilmente 
volatizados, sua principal função na cerveja é fornecer aroma e sabor que podem remeter 
a notas cítricas, florais, resinosas, frutadas, terrosas, entre outras. Estima-se que exista 
aproximadamente 1000 óleos essenciais no lúpulo, sendo que desses, mais ou menos 440 
já foram descritos. Os polifenóis, por sua vez, são importantes para a estabilidade coloidal 
da cerveja, uma vez que se ligam a proteínas em baixas temperaturas, formando a 
turvação a frio (chill haze) (ALMAGUER et al., 2014). 
Por fim, as leveduras são os agentes responsáveis pela fermentação cervejeira e pelo 
fato de serem organismos microscópicos unicelulares, sua origem era desconhecida até o 
século XVIII EC (BOULTON & QUAIN, 2001). Nesse sentido, as informações sobre 
leveduras e as suas características que as tornam únicas para a fabricação de cervejeira 
serão aprofundadas no item 1.3. 
Resumidamente, a fabricação de cervejas subdivide-se, em duas principais etapas: 
fase quente, onde ocorre a produção de mosto (brasagem) e fria, etapa de fermentação do 
mosto e posterior maturação (Figura 1). A fabricação de mosto (solução aquosa composta 
majoritariamente por açúcares simples extraídos do malte) tem seu início na etapa da 
mosturação. Durante esse passo, que se dá pela mistura de água quente (aproximadamente 
65 °C) e malte moído, ocorre a degradação de proteínas pela ação das proteases e de 
amido pelas enzimas desenvolvidas durante a malteação, em especial α-amilase e β-
amilase, resultando em carboidratos fermentescíveis como glicose, maltose e maltotriose 
e não fermentescíveis, denominados dextrinas. Posteriormente, no processo de 
clarificação, essa mistura de grãos e água é recirculada por meio da utilização de uma 
bomba, e o mosto filtrado é então fervido, momento onde ocorre a adição do lúpulo. Após 
a fervura, o mosto é resfriado e separado do aglomerado de proteínas coaguladas (trub) e 
ocorre a oxigenação do mosto, assim como o inóculo de leveduras. Durante a 
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fermentação, os açúcares dissolvidos no mosto são metabolizados a etanol, gás carbônico 
e compostos aromáticos, diminuindo a densidade até o momento onde ela é estabilizada. 
A partir desse momento, inicia-se a maturação, processo que ocorre a baixas temperaturas 
e é responsável pela estabilidade coloidal e aprimoramento das características 
























1.3 Leveduras cervejeiras: cepas disponíveis e a busca por alternativas 
A domesticação de leveduras cervejeiras está diretamente atrelada à atividade 
humana. Aparentemente, bateladas que agradavam ao cervejeiro e aos consumidores 
tinham suas leveduras reutilizadas e, por vezes, compartilhadas, ao passo que lotes 
desagradáveis resultaram no descarte do fermento. Esse processo de domesticação, que 
vem ocorrendo ao longo de milhares de anos, está, também, intimamente associado ao 
fato de que fermentações espontâneas são geralmente demoradas, inconsistentes e 
ineficientes, resultando em produtos fermentados incompletos (muitos açúcares 
remanescentes após a fermentação, tornando a cerveja excessivamente doce), com aromas 
indesejáveis (os denominados off-flavours, que podem remeter a aromas como vômito, 
no caso do ácido isobutírico). Cabe ressaltar que existem cervejarias (como aquelas que 
produzem, por exemplo, lambics e gueuzes) que aprimoraram esse método de 
fermentação com leveduras e bactérias selvagens e continuam executando-o até os dias 
atuais. (BOKULICH et al., 2012; STEENSELS & VERSTREPEN, 2014 GALLONE et 
al., 2016). Nesse sentido, em geral, parece haver existido uma preferência na seleção de 
traços fenotípicos específicos para a fabricação cervejeira, favorecendo aquelas leveduras 
que: (i) apresentavam altas taxas de atenuação, ou seja, elevada capacidade de assimilação 
e fermentação de carboidratos simples (como os monossacarídeos glicose e frutose e 
dissacarídeos como a sacarose e maltose) e complexos (como o trissacarídeo maltotriose 
e, em alguns casos, dextrinas, como maltotetraose e moléculas com mais de 4 monômeros 
de glicose) em decorrência da duplicação dos genes MAL, (ii) ausência na formação de 
compostos fenólicos, em especial 4-vinilguaiacol, devido a mutações nos genes PAD1 e 
FDC1 (há exceções à regra onde estilos de cerveja requerem esses compostos, como 
cervejas de trigo do estilo Weiss e Witbier, por exemplo) e (iii) capacidade de flocular, 
que favorece o agrupamento das leveduras, clarificando naturalmente a cerveja e 
facilitando a retirada da biomassa de fermento para posterior utilização 
(MCMURROUGH et al., 1996; BROWN et al., 2010; STEENSELS & VERSTREPEN, 
2014; GALLONE et al., 2016; GONÇALVES et al., 2016).  
Sabe-se que as atuais cepas de leveduras cervejeiras disponíveis para indústria 
originaram-se de inúmeras cepas ancestrais, formando os seguintes clados: Beer 1, que 
contém a maioria das leveduras provenientes da Alemanha, Inglaterra e Estados Unidos 
e Beer 2, que contém cepas relacionadas às leveduras viníferas e não apresentam uma 
estrutura geográfica bem definida (GALLONE et al., 2016).  
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Atualmente, figuram como principais leveduras disponíveis para o mercado cervejeiro, 
as cepas pertencentes às espécies Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces 
pastorianus. S. cerevisiae é a levedura utilizada para fermentar as cervejas de alta 
fermentação, ou ales. Por outro lado, S. pastorianus, é responsável pela fermentação de 
cervejas de baixa fermentação, ou lagers. As cepas que pertencem à família ale contém 
maior número de exemplares, assim como uma maior diversidade de traços fenotípicos 
como formação de ésteres, compostos fenólicos e sulfurados, cepas com alta e baixa taxa 
de atenuação, ácidos orgânicos, álcoois superiores, entre outros (WHITE & 
ZAINASHEFF, 2010). Embora também existem inúmeras cepas de leveduras lager, estas 
apresentam menos cepas popularizadas para utilização na fabricação de cervejas, assim 
como menos traços fenotípicos descritos e observados. Suas principais representantes 
estão presentes nos dois principais grupos de S. pastorianus: Saaz e Frohberg. Em 
contrapartida, é a levedura mais usada atualmente (90% da produção mundial de cervejas 
utiliza essa espécie como agente fermentativo), uma vez que é responsável pela 
fermentação das cervejas de massa, mais conhecidas como Pilsen ou Standard Lite Lager. 
Além das cervejas massificadas, S. pastorianus também é empregada na fermentação de 
cervejas artesanais, englobando uma série de estilos, como, por exemplo, Bock e Baltic 
Porter  (WHITE & ZAINASHEFF, 2010). 
 Embora, juntas, S. cerevisiae e S. pastorianus apresentem uma ampla variedade 
de cepas atualmente disponíveis para o mercado cervejeiro, existe a demanda por 
microrganismos que apresentem características distintas das presentes nessas variedades, 
visando o desenvolvimento de novas cervejas (KROGERUS et al., 2015; KROGERUS, 
2017). Aplica-se a essa prospecção o recente uso de microrganismos semi-domesticados 
ou selvagens (não convencionais), como as espécies pertencentes ao gênero 
Brettanomyces (Dekkera) (vide apêndice): B. anomalus, B. bruxellensis, B. custersianus, 
B. nanus e B. naardenensis,  além de Torulaspora delbrueckii, Candida shehatae, 
Candida tropicalis, Saccharomycodes ludwigii, Zygosaccharomyces rouxi, Pichia 
kluyverii, entre outros (MICHEL et al., 2016).  
Por outro lado, a construção de novas cepas em laboratório também é uma 
alternativa para a geração de leveduras diferenciadas para a indústria. Nesse sentido, 
existem distintas técnicas moleculares, as quais incluem a geração de organismos 
geneticamente modificados (OGM) (DONALIES et al., 2008). Entretanto, a legislação 
não permite a utilização de tais organismos na indústria cervejeira, além disso, outro fator 
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impeditivo do uso de organismos OGM é a baixa aceitação do público (SAERENS, 
DUONG & NEVOIGT, 2010). Assim sendo, técnicas capazes de gerar cepas que não 
envolvam engenharia genética tem se mostrado valiosas no que diz respeito à geração de 
novas alternativas de leveduras cervejeiras, assim como aceitação e utilização por parte 
das indústrias e do consumidor. Nesse sentido, destacam-se os métodos de hibridização 
interespecífica por formação de esporos e hibridização rara (KROGERUS et al., 2017). 
1.4 Surgimento de híbridos na natureza e aplicação em laboratório 
Os estudos recentes demonstraram que algumas cepas cervejeiras agrupadas nas 
espécies S. cerevisiae e S. pastorianus são, ao contrário do que se pensava, híbridos 
interespecíficos. O exemplo mais significativo reside na descoberta de que os dois grupos 
de S. pastorianus, Saaz e Frohberg, são híbridos compostos por S. eubayanus e S. 
cerevisiae (KROGERUS et al., 2015). Além disso, cepas incluídas na espécie S. 
cerevisiae, como aquelas responsáveis pelas fermentações de cervejas de abadia ou 
trapistas são, na verdade, híbridos de S. cerevisiae e S. kudriavzevii (GONZÁLEZ et al., 
2008).  
O surgimento e estabelecimento de híbridos no ambiente cervejeiro provavelmente 
ocorre devido a vantagens adaptativas dos híbridos quando comparados aos seus 
progenitores. Nesse sentido, a criotolerância de S. eubayanus e a capacidade de 
metabolizar açúcares complexos, como a maltotriose de S. cerevisiae, possivelmente 
conferiram a S. pastorianus benefícios nos ambientes fermentativos que deram origem às 
cervejas lager (KROGERUS et al., 2015). Da mesma maneira, S. kudriavzevii parece ter 
incorporado aos híbridos de S. cerevisiae e S. kudriavzevii o recurso de metabolismo a 
baixas temperaturas, importante para a fermentação em regiões temperadas da Europa 
(GONZÁLEZ et al., 2008). 
A descoberta da origem de algumas cepas como sendo híbridas gerou subsídios para 
recriação dessas espécies em laboratório, tornando-se uma importante ferramenta 
biotecnológica na construção de cepas cervejeiras alternativas e não-GMO (KROGERUS 
et al., 2017). Além disso, auxiliou na compreensão das complexas origens evolutivas de 
diferentes espécies cervejeiras, caso das leveduras lager. Nesse ponto de vista, 
pesquisadores geraram novas cepas de S. pastorianus com características de rápida 
fermentação, alta atenuação, produção de aromas frutados complexos e agradáveis, além 
de tolerância aos diferentes estresses impostos no ambiente cervejeiro, que apresentaram 
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performances melhores que as cepas empregadas atualmente na indústria (MERTENS et 
al., 2015).  
Uma vez estabelecidos os métodos de hibridização interespecíficas em laboratório, 
tornou-se possível extrapolar para outras cepas e espécies de leveduras, visando a 
aplicação na indústria cervejeira. Dessa forma, foram testadas hibridizações a partir de 
diversas cepas parentais, como S. cerevisiae (ale) x S. cerevisiae (sake), S. cerevisiae 
(ale) x S. cerevisiae var. diastaticus, S. cerevisiae (ale) x S. bayanus (criotolerante), S. 
cerevisiae (ale) x S. cerevisiae (vinífera) x S. eubayanus, entre outros (KROGERUS, 
2017). O resultado desses cruzamentos foi a geração de inúmeros híbridos com recursos 
fermentativos de interesse industrial, como a maior formação de compostos aromáticos 
(ésteres, fenólicos, ácidos orgânicos e álcoois superiores), alta floculação, alta taxa de 
atenuação, termotolerância e capacidade de lidar com ambientes indutores de estresse 
(baixos pHs e altas concentrações etanol, por exemplo) (KROGERUS, 2017). 
1.5 Cervejas de fazenda norueguesas (Norwegian farmhouse ales) e suas leveduras 
(Kveiks) 
 Embora a domesticação de leveduras cervejeiras tenha sido encorajada e efetuada 
mais rapidamente devido à produção massificada de cervejas, a cultura de 
compartilhamento de biomassa de leveduras também era uma prática comum desde antes 
da industrialização, especialmente no que diz respeito às  Farmhouse Ales, mais 
conhecidas na região norte da Bélgica, com o estilo Saison e também presentes na região 
da Noruega, compondo as fermentações das Norwegian farmhouse ales (como as 
representantes maltøl, kornøl e vossaøl) (NORDLAND, 1969; MARKOWSKI, 2004; 
PREISS et al., 2018). A produção de farmhouse ales perdeu força a partir do século XIX 
em decorrência de melhorias no transporte e especialização econômica. Com isso, as 
leveduras Kveiks utilizadas para a produção das Norwegian farmhouse ales foram 
parcialmente substituídas por aquelas comercializadas, fazendo com que muitas linhagens 
dessas leveduras desaparecessem (NORDLAND, 1969). Em contrapartida, muitas 
cervejarias da região oeste da Noruega mantiveram a tradição de produção de farmhouse 
ales com as leveduras Kveiks. 
As Norwegian farmhouse ales tem despertado interesse da indústria cervejeira 
devido à biodiversidade de leveduras empregada em suas fermentações e às 
particularidades do processo de fabricação de mosto (como a utilização de zimbro, por 
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exemplo) e inóculo das leveduras e fermentações a altas temperaturas 
(caracteristicamente de 28 °C a 40 °C), apresentando variações significativas (Figura 2) 
em relação a outras escolas cervejeiras, que empregam os métodos descritos acima  
(GARSHOL & PREISS, 2018). Embora pouco se conheça sobre as leveduras Kveiks, 
uma pesquisa recente utilizou as ferramentas de biologia molecular PCR interdelta com 
os primers δ12/21 e δ2/12 e posterior fingerprinting, além de sequenciamento de DNA 
dos seus principais representantes e caracterização fenotípica das cepas em mosto 
cervejeiro. Os dados dessa pesquisa indicam que Kveiks (i) apresentam traços de 
domesticação, (ii) são um grupo geneticamente inter-relacionado, (iii) formam um grupo 
filogeneticamente distinto das demais leveduras cervejeiras (Figura 3), com espécies  que 
incluem S. cerevisiae e um híbrido interespecífico (S. cerevisiae/eubayanus/uvarum), (iv) 
contém características positivas do ponto de vista de biossíntese de compostos aromáticos 
e de sabor como ésteres e (v) apresentam tolerância aos diversos estresses fermentativos 
(como o térmico, demonstrando crescimento até 43 °C e o etanólico, com 
desenvolvimento em ambientes com até 16 % (v/v) de etanol). Essas características as 
tornam potenciais leveduras para uma gama de aplicações industriais, como as indústrias  
vinícola, a de destilados e, em especial, a cervejeira (NORDLAND, 1969; RASMUSSEN, 
2016; PREISS et al., 2018). 
 Em relação às características moleculares, a pesquisa de Preiss et. al demonstrou 
que as diferentes cepas sequenciadas (representantes de 6 grupos de Kveiks) são 
tetraploides, onde 4/6 apresentam aneuploidias e 3/6, uma cópia adicional do 
cromossomo IX. Ainda, as Kveiks apresentam altos níveis de heterozigosidade, com 
números de SNPs que variam de ~54.000 a 68.000. Além disso, apresentam viabilidade 
de esporos acima de 40 % para a maioria de suas representantes que tiverem o DNA 
sequenciado, como Granvin 1, Hornindal 1, Hornindal 2, Laerdal 2 e Voss 1, à exceção 
de Stordal Ebbegarden 1, que apresentou 6,9 % de viabilidade de esporos (PREISS et al., 
2018). Mutações pontuais (SNPs) nos genes PAD1 e FDC1 também foram demonstrados 
nas seis cepas sequenciadas, o que explica a perda de função das enzimas codificadas por 
esses genes (cinamato descarboxilase) e que é responsável pela formação do composto 
fenólico 4-vinilguaiacol. Amplificações no loci MAL3x (MAL31 permease, MAL32 
maltase, os fatores de transcrição MAL33 e YPR195W), explicam, por sua vez, a 
capacidade das Kveiks fermentarem os açúcares maltose e maltotriose, atenuando o 
mosto cervejeiro até valores próximos de 90 %.  
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Culturalmente, as leveduras Kveiks são armazenadas em anéis de madeira (anéis 
de Kveik) que são embebidos em cerveja durante a fermentação e posteriormente secos 
sendo, portanto, usados para estocá-las por períodos de até um ano (NORDLAND, 1969; 
RASMUSSEN, 2016). Cabe ressaltar que as culturas de Kveiks são normalmente uma 
mistura de mais de uma cepa. Isso implica que muitas características de cepas diferentes 
podem ser combinadas ao longo do processo de fermentação, por exemplo, cepas que 
apresentam baixa floculação podem ser “compensadas” por aquelas altamente floculantes 
(PREISS et al., 2018). As fermentações caracterizam-se por serem rápidas (24-48 horas) 
mesmo com densidades originais altas (~1,080 kg/cm³/19,25 °P), gerarem compostos 
aromáticos agradáveis, sobretudo ésteres frutados, como acetato de etila, propil acetato e 
decanoato de etila, apresentarem altas taxas de atenuação e um espectro de floculação de 
baixa a elevada (GARSHOL, 2014; GARSHOL, 2015; GARSHOL, 2016; 
RASMUSSEN, 2016; PREISS et al., 2018). 
Entre as espécies identificadas e isoladas nos anéis de Kveik destacam-se as cepas de S. 
cerevisiae, que vem sendo utilizadas, especialmente, por microcervejarias e cervejeiros 
caseiros (GARSHOL & PREISS, 2018). 
 Os recursos apresentados por cepas de S. cerevisiae como Sigmund’s Voss Kveik 
(The Yeast Bay), isolada a partir da farmhouse ales produzidas na cidade de Gjernes, na 
região oeste da Noruega, incluem fermentações rápidas, altas taxas de atenuação (78-
83%), notas terrosas e de especiarias, acidez acentuada e perfil esterificado único que 
remete a laranja. No que diz respeito à floculação, dependendo das condições (pH, 
densidade, temperatura do mosto e número de células) essa cepa é capaz de formar 
grandes flocos, notavelmente maiores que outras cepas cervejeiras de S. cerevisiae, e 
assim mesmo, mantém altas capacidades atenuativas, diferente do que costuma-se 
observar em variedades altamente floculantes. Além disso apresenta uma extensa faixa 
de temperaturas de fermentação (20 °C – 38 °C) sem que altere drasticamente o perfil 
sensorial da cerveja, ou seja, não forma compostos desagradáveis como álcoois 
superiores, como o isobutanol, e compostos fenólicos, como o 4-vinilguaiacol, 
favorecendo-se de temperaturas mais altas, uma vez que resulta em maiores taxas de 




















Figura 2. Fluxograma do processo de produção das Norwegian farmhouse ales (A. 
vossaøl e B. kornøl), exemplificando diferenças fundamentais em comparação com o 























Figura 3.  Dendograma simplificado demonstrando a posição das leveduras 
Kveiks em perspectiva com as outras leveduras cervejeiras domesticadas. Imagem 
adaptada de GARSHOL, L. M. & PREISS, R. How to brew with Kveik. Master Brewers 


















2.1 Objetivo geral 
Gerar novas cepas híbridas cervejeiras entre Saccharomyces cerevisiae 
provenientes de Norwegian farmhouse ales (Kveik) e Saccharomyces kudriavzevii. 
 
2.2 Objetivos específicos 
1. Gerar cepas híbridas de S. cerevisiae (Kveik) e S. kudriavzevii pelo método de 
hibridização rara. 
2. Confirmar a ocorrência das hibridizações pelos métodos de análises fenotípicas 
por crescimento em meio mínimo e com o uso de ferramentas de biologia 
molecular, tais como PCR, RFLP e sequenciamento da região ITS1/ITS2. 
3. Avaliar a formação de compostos aromáticos e capacidade atenuativa dos híbridos 
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4. Discussão geral 
A domesticação de leveduras, ocorrida pelo processo de seleção artificial, gerou 
uma considerável diversidade genotípica e fenotípica. Nesse sentido, atualmente, existem 
inúmeras leveduras cervejeiras distintas disponíveis para utilização em cervejarias, das 
quais se destacam as cepas da espécie S. cerevisiae (ales), como, por exemplo, as recém 
popularizadas Kveiks e S. pastorianus (lagers) (GALLONE et al., 2016; PREISS et. al, 
2018). Ainda que exista um número abundante de cepas de leveduras cervejeiras, há uma 
crescente demanda por cepas alternativas que representam a possibilidade de (i) gerar 
novos produtos em decorrência de atributos fermentativos como a formação de 
compostos aromáticos como ésteres, fenóis e ácidos orgânicos e (ii) economia por meio 
da otimização das plantas fabris ao utilizar leveduras que apresentam uma velocidade de 
fermentação mais eficiente (KROGERUS, 2017).  
É importante ressaltar, também, que muitas cepas cervejeiras são, na realidade, 
híbridos interespecíficos (~ 25 %), e que, ao reconstruir esses híbridos em laboratório, há 
uma melhor compreensão das origens evolutivas dessas cepas, assim como a 
possibilidade da geração de novos híbridos com características únicas (KROGERUS, 
2017; GALLONE et al., 2019 & LANGDON et al., 2019).   
A partir da lógica de criação de novos híbridos interespecíficos em laboratório 
com potencial aplicação na indústria cervejeira, conforme discutido no capítulo 1, foram 
construídos cinquenta possíveis híbridos entre a cepa de S. cerevisae Voss Kveik e a cepa-
tipo de S. kudriavezevii (NCYC2889) por meio do método de hibridização rara. Dessa 
totalidade, confirmou-se dez híbridos por ferramentas de biologia molecular como 
PCR/RFLP e sequenciamento da região ITS. Desses, três híbridos foram escolhidos para 
posterior caracterização em mosto cervejeiro.  
Os híbridos selecionados (KKH1-KKH3) demonstraram uma boa performance 
fermentativa, alcançando valores de atenuação similares à cepa parental de S. cerevisiae 
Voss Kveik, mas em menos tempo, o que pode representar que ao utilizá-los em 
cervejarias, os tanques de fermentação podem se otimizados, com maior produção de 
volume de cerveja (KROGERUS, 2017). Os resultados de atenuação aparente (~86 %) 
tornam as cepas híbridas estudadas distintas pois esses altos valores ocorreram em uma 
notável amplitude de temperatura de fermentação (17 °C - 35°C), o que é incomum para 
a maioria das cepas cervejeiras, uma vez que usualmente existe uma faixa de temperatura 
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mais restrita para que se alcancem os valores máximos de atenuação. Essa característica 
é importante pois indica que pode não ser necessário o controle de temperatura de 
fermentação, o que representa uma notável redução de custos para as cervejarias (WHITE 
& ZAINASHEFF, 2010; KROGERUS, 2017). 
 Os híbridos apresentaram produção acima do limiar de percepção de uma gama 
de ésteres na temperatura testada (25 °C), que não foram produzidos pelas cepas 
parentais, como pentanoato de etila (que remete à maçã vermelha e melão), hexanoato de 
etila (maçã e anis-estrelado), cinamato de etila (frutado) e fenetil acetato (doce, mel e 
floral), além de decanoato de etila (brandy, frutado e uva), gerado, também, pelas cepas 
parentais. Os ésteres compreendem o grupo de compostos aromáticos mais importantes 
gerados durante a fermentação de cervejas (PIRES et al., 2014). Assim, as leveduras 
híbridas geradas nesse trabalho diferenciam-se pela variedade de ésteres produzidos, o 
que pode representar um importante recurso para a indústria cervejeira.  Ainda, os dados 
obtidos a partir da medição de pH pós-fermentação sugerem que KKH1-KKH3 têm, 
potencialmente, uma alta produção de ácidos orgânicos, o que sugere que essas cepas 
podem ser empregadas na produção de cervejas levemente ácidas. Conforme discutido no 
capítulo 1, o mercado de cervejas ácidas vem crescendo e, portanto, a demanda por 
leveduras que acidificam o mosto naturalmente, também. Desse modo, nossos dados 
sugerem que leveduras alternativas que atenuem mais que, por exemplo, Lachaceae 
thermotolerans (produtora de altas concentrações de ácido láctico, porém com baixa 
atenuação), podem ser geradas a partir da hibridização de cepas de kveiks, como a Voss 
Kveik e S. kudriavzevii.  
Ainda é necessário caracterizar uma série de traços genotípicos e fenotípicos das 
cepas híbridas geradas, como (i) a herança de DNA mitocondrial, importante para o 
crescimento de leveduras híbridas em baixas temperaturas, (ii) a biossíntese de compostos 
de aroma e sabor como álcoois superiores e compostos fenólicos, (iii) a capacidade de 
floculação, fermentação de açúcares complexos como as dextinas e (iv) a tolerância aos 
diversos estresses presentes na fermentação cervejeira. No entanto, os dados obtidos até 
o momento de taxas de atenuação, produção de ésteres e pH pós-fermentação indicam 
que as cepas híbridas KKH1-KKH3 são promissoras para aplicação na indústria 
cervejeira, assim como a cepa Voss Kveik apresenta potencial para a geração de novos 
híbridos interespecíficos.  
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5. Conclusão geral 
A hibridização interespecífica em laboratório vem ganhando força e se reafirma 
cada vez mais como uma ferramenta valiosa no que diz respeito à construção de cepas 
alternativas de leveduras cervejeiras e com possível aplicação na indústria. Nesse sentido, 
o presente trabalho visa ampliar o conhecimento acerca de híbridos interespecíficos na 
indústria cervejeira no que diz respeito à escolha de diferentes cepas, métodos de 
hibridização, confirmação e caracterização dos híbridos gerados. A partir dos dados 
obtidos nessa pesquisa, é possível inferir híbridos entre S. cerevisiae de diferentes origens 
e ainda pouco conhecidos, como a cepa Voss Kveik, pertencente a um grupo 
filogeneticamente distinto de cepas cervejeiras estudadas até o momento (Kveiks) e S. 
kudriavzevii podem ser gerados por meio dos métodos descritos acima. Além disso, é 
possível inferir que a cepa Voss Kveik da espécie S. cerevisiae pode servir como chassi 
para a formação de híbridos interespecíficos que contenham características fermentativas 
distintas das cepas atualmente disponíveis e que coincidem com as demandas atuais da 
indústria cervejeira.  
 
6. Conclusões específicas 
• As cepas Voss Kveik (S. cerevisiae) e NCYC2889 (S. kudriavzevii) podem servir 
como chassis para a formação de híbridos interespecíficos pelo método de 
hibridização rara a partir da geração de mutantes auxotróficos para Lis- e Ura-. 
• Três híbridos selecionados para caracterização (KKH1-KKH3) demonstraram 
performance que superou as cepas parentais nas temperaturas de 25°C e 35 °C no 
tempo para alcançar a densidade específica final, enquanto um dos híbridos 
(KKH1) foi mais rápido que a cepa parental na temperatura de 17 °C. 
• KKH1-KKH3 demonstraram produção de mais ésteres acima do limiar de 
percepção que as cepas parentais.  
• Os valores de pH finais após a fermentação indicam que KKH1-KKH3 podem ter 
potencial para a aplicação na indústria de cervejas ácidas.Devido às suas 
características fermentativas, os híbridos gerados nesse trabalho apresentam 




• Determinar qual é a herança parental do DNA mitocondrial, que está diretamente 
relacionado à criotolerância de leveduras híbridas. 
• Avaliar traços fenotípicos como (i) a expressão dos genes ATF1 e ATF2 de modo 
a compreender sua contribuição para a formação dos ésteres observados nessa 
pesquisa, (ii) a expressão e sequenciamento os genes PAD1 e FDC1 para verificar 
se há biossíntese de compostos fenólicos como o 4-vinilguiacol, assim como 
quantificar essa molécula por meio da utilização de GC-FID, (iii) capacidade de 
floculação dos híbridos gerados, observando, também, a expressão dos genes 
FLO1, FLO5, FLO8, FLO9, FLO10 e FLO11, além de executar uma análise 
espectrofotométrica. 
• Avaliar precisamente a assimilação e fermentação dos carboidratos glicose, 
frutose, maltose, maltotriose e dextrinas por meio da técnica de HPLC. 
• Verificar se há a presença do gene STA1, de modo a averiguar se a capacidade 
atenuativa dos híbridos está relacionada com a expressão da enzima glicoamilase, 
que permite a fermentação de dextrinas. 
• Avaliar a tolerância a diferentes estresses fermentativos, como térmico, etanólico, 
oxidativo, de pH, osmótico e depleção de nutrientes. 
• Realizar o sequenciamento do genoma das leveduras híbridas e determinar sua 
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